c 



WODULAHtQ 



BEST AVAILABLE COPY 



PCT/IB BWO U97 




5 

Mod. CyE - 




gS^pjr/fe ctkduttivo e Ca Compete 

ujjucw Italiand (Brevetti e tMarcfii 



Aufentic*tfone di copla df document! relativf alia domanda di 
N. MI2003 A 000860 '" ' 




brevetto per: Ihvenzipne Irid&striale 




SW^ete rank* cop* 
depositation la domanda dlbreveUo sopnaspedfloata, icui dati 
"sManodairadcfusopm^^^ 



PRIOMTY 
1 DOCUMENT 

1 SUBMITTED OR TRANSMITTED IN 
j COMPLIANCE WITH RULE 17.1(a) OR (b) 



Roma iL...... /-Tiwaw 




IJLFUNZIONARIO 



.Giompietra .Gzrlotta 





AL MDNISTERO DELLE ATTIVITA PRODUTTBVE 
UFFICIO ITALIANO BREVETTI E MARCHI - ROMA 

DOMANDA0I BREVETTO PER INVENZIONE INDUSTBIALE, DEPOSITO RISERVE, ANTICIPATA ACCESSIBILITA AL PUBBLICO 
A. RiGHIEDEOTE (I) 

1) Denominations' ) UNIVERSITY* DEGLI STUD I PI BQLQBNfl 



mmw 



BOLOGNA 



2) Denominate L UNIUER SITft* DEGLI STUPI PI PftRMQ 
ResWenza I PflRMQ 



J 



codlce iQli 1,3 1,71^ 1 




codice lQQ3Qa7Q Q^ 5 , , 



B. BAPPRESEHTAHTE DEL R1CHIE0EHTE PRESSD LUJ.B.RL 

cognomenome lFabrizi o TftNSINI - ftlbo n» 597 BM et al |„ od i, 

denominate studio dl appartenenza 1 BUGN~I ON S. D, ft. ' cod, flscal e 1 1 1 1 1 1 1 1 1 I I 1 



C. DOMICILII) ELETTWO destlnatarlo I 
via 1 

d. tttolo 



J n. Ll_LjJ cilta L 



cap 1 I I I l 1 (prov) LU 



classe proposta (sez/cl/scl) Li-LjJ gruppo/sottoflruppo U_jJ/Ll_ljJ 
KE T0D0 PER L'lNIBIZIQKE SELETTIVft DEL GENE N-oyc UHflWQ TRAHITE flCIDI PEPTI0O NUCLEICI (PNA) flWTISEMSO 
flHTI6ENE IN TUHQRI CQN ESPRESSIQNE PI N-dvc " 



AHT1CIPATA ACCESSIBILITA AL PUBBLICO: 
E IHFEPJTOHI DESIGHA71 

D iTQNELLI Roberto 



SiU N0j(J 



?) iPESSION ftndrea 



SE I STANZA: DATA LU/ LU/LU . «• PROTOCOLLO j 

3) 1 FRONZft Raffaele 



F. PMDR1TA 

nazione o organizzazlone 

D i 



J 4) | SFORZfl Stefano 



flpo di priori^ 



2) L 



-J L 
J L 



numero dl domanda data di deposRo ' s/R 

-J I 1 LU/UJ/Ll_ 1 _U U 



J L 



B. CESTBO ABIUTATO DI HACCOLTA COITUBE 01 MICBOBBAHISffl, denomfoadoneL 



J LU/LU/ LlxjJ U 




SCIQGUMEMTO RISER 
Data 



LU/LU/Li_l/ l ,,,,,,) 

LU/LU/LU/I ■ ■ i ■ . ■ i 



J 



H. AHHOTAZIONI SPECIAL! 



L 



J 



La titolarita e proprieta del brevetto e registrata; 70X UNIVERSITfl' DEGLI STUDI DI B0L06NA e 30% 
UNIVERSITA' DEGLI STUDI DI PflRMft per accordi esistenti fralTparti ~ 




U 1 
LP 
ft: 
LP 
LP 
LP 



n. lav. 



r. U9)2 



Doc 2) 
Doc. 3) 
Doc. 4) 
Doc. 5) 
Doc 6) 
Doc. 7) 

B) attestati di versamento, totafe Euro 
CQ&1PILAT0 il L2l9 / LQ4/ iTiQQj 
COHTIHUA SI/HO LSI [ 

Da PHESEHTE ATTO SI R1CHIEDE COPIA AUTEHT1CA SI/BO 



disegno (obblfgatorfo se citato fn descrfeione, 1 esemplare) . 
lettera (fmcarico. procura o rfferimento procura generate 

designaztone Inventore .„ 

document! di priority con.traduztone in italiano 

autorizzazfone o atto dl cessions ^ 



L 



nomlnanVo compieto del jlchtedente 
CEMTD0TTftWT0TT0/51 



soogumento riserve 

Data N°ProtocoIto 
LU/LiJ/LlI/ I i 



UJ/LxJ/LU/L 
LlJ/LjJ/LjJ/L 



L. I > L 



J 



LU/LU/LU/ I 
confranta sfogote priorfta 
LU/LU/LU/ I ,,,,,, I 



«RfflA oel(I) BiCHiEDEHTEm 1 P> i» della UN1VERSITA' DE6LI STUDI DI BOLO SW-UNI^stta^ 
Fabrizio TftNSINI - ftlbo ru 697 ^^ mi S?IJDl~5j PARMi 



U§1 



MTT.ANO. 



CAMERA DICOMMERCIOIND. ART. EAGR.DI I MIIANO 

VERBALE 01 DEPOSITO NUMERO Dl DOMANDA 1 MT,°QQ3A QQQ 

L'annol PUEMILATPK 

n(!) richledente(0 sopraindlcatoO) ha(hanno) presentato a ms sottoscritto la pi 




ANNOWaOW VARJE DELL'UFRCIALE ROGANTE I 



FOGLIO AGGIUNTIVO n.lQill di total] 1QJJ 
A. R1CHJEDEHTE (I) 



DOMANDA N. I 




AGGIUMTA MODISLO A 



REG. A 



UJ Denomlnazione 1 UNIVERSI TA 9 DEG LI STUDI DI BOLOGNA 



nazione o arganfezazione 

1 



L 



UJ L 



UJ L 



tipo dl prlorita 

L 



L 



L 



nt/mero di domanda data dl deposlto 

1 LU/LU/U 

1 LU/LU/Ll 

1 LU/LU/U 

1 LU/LU/U 



J LU/LU/U 
J LU/UJ/Ll 



allegata 
S/fl 

jJ u 

J □ 

J u 

J u 

J u 

J u 



N.G. 



Resident 1 BOLOGNA 




1 lO.ll 3 1 .7 . 1 0 37 6 


_l 1 u 


UJ denominate 1 UNIVERSTT^'g 


DEGLi STUDI DI PAHifA. ' 




iiiiI 


Residenza 1 PARMA 




_J no** lO,Q3,08v7.a l O l 3,A 1 '; 1 


1 LjJ 


UJ Denomlnazfona 1 






Mill 


Resldenza I 




1 COdlCB 1 1 1 1 1 I 1 | , | , | 


1 LU 


UJ Denomlnazione 1 






i i i i 1 


Residenza 1 






1 LU 


L_LJ DenominazlonB L 


Resldenza ! 




_J codlce l_i i I • I i i i i i | | 


_j i i j 


UJ Denomina2ione 1 






i i i i 1 


Residenza L 




_l corifce 1 I i I i i r i ( | | | 


U LU 


E. INVENTOBI DESIGHATI 






i i i i 1 


co gnome noma 








]Ql5 1 CORRADIMT BnKpr^ 


cognome nome 
1 IO16I 1 MARCHELLT 


Rosangela 




1,11 


1 lili 




1 


^ 1 inn . 


1 , 1 1 


i i . 1 1 




.i 


1,11 


1 111 1 




1 


l^l. — _ , llM ; 


L^ 1 1 LxJL_ 


UJI 1 LU1 


UJI 1 LI. 


^ . J LU L___ 


f. PRIORITA 



SCI06UMENT0 RJSERVE 
Data N° Protocollo 

UJ/UJ/UJ/U 
UJ/UJ/UJ/U 

UJ/UJ/UJ/U 
UJ/UJ/UJ/U 
UJ/UJ/UJ/U 
UJ/UJ/UJ/L 



' — ' — " i r i t I i i L_l I — LU / L — LJ / L-J_J / 1 1 t 1 I \ t 

mm OEM., RlCHIEDEHTEd) I p.i, dftllfi TTWIVERSTTA ' DRGLT STTTTIT m BOLOGWA^F ^RSITA' DECT.T ] 
L STtTDT T^T, EABMA 



I Fabrizlo TANSTMT - Alho n. fiQ7 RM 



> 



RIASSUNTO INVENZIOI^CO^DjSEGftip PRir 
NUMERO DOMANDA 1 li / JoGjE 7^/ ( 



NUMERO BREVETTO L 



p^RIZIONE E RIVENDICAZIONE 

— \ REG. A DATA Dl DEPOSITO C>Q&tQtf/\i 

DATA Dl RILASCIO LU / L_U / 




PROSPETTO A 



0. TfTDLO 



UffilQBQ pep LUMIBIZIQME S£LEIIIgA_DEL PFWV » 

j 




RIASSUNTO 

La presente invenzione si riferisce ad acidi nucleici peptidici (PNA) senso ed 
antisenso, Inoltre, la presente invenzione si riferisce aU'impiego di detti PNA 
per la preparazione di fannaci per il trattamento delle malattie genetiche. 
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Depositatail 



PreSente '* mak ~ Si **" -■«*" ~ peptidici (PNA) sense ed 
anfcsenso. Inoltre, „ presenK ^ ^ ^ ^ ^ 

per la preparazione di fannaci per il 1amBmto ^ 

E- no* che la annaenso _ ^ ^ ^ y 

di malattie genetiche o malattie provocate da virus. 

la shategia antisenso prevede che una porzione di RNA compie.nen.are ad una 
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reg-one di UNA „, di un gene sia in giado di Moccne ^ del 
RNA ^ritto h fonna2ione ^ m Iegame ta mA compiemmtere e 

RNA bnscritto al fine di prevenire la tadazione di RNA trascritto 
In pmnca, piccole seouenze di DNA con,prendend 15 -25 basi di longbezza sono 
-Mtod in fo m a conp^entaxe = vengono conrtinad con pczioni di 
specifici mKNA di vinis o di origine dannosa presend in ceUnle tumoral! 

I* porzioni complement coal cosbuite sono in grado di bloccare direttamente 

latraduzione. 

fcohre, e no.o Punpiego deila suategia andsenso per „ papawime a ^ 
anbsenso impiegati nelta terapia genedca umana. 

t no«o Pimpiego di sdu«ure andsenso quad ad esempio gH oligonucleodcu 
Win, negii uldmi anni, si e sviluppato Pimpiego di nuove ^ 
ad anugene quad gd acidi nncleici pepddici (PNAs). 

Gli acidi nnclaici peptidici (PNAs) comprendono analog* dagU acidi nnclaici ' 
avenu carica neutra contenenti una catena (backbone) psendopepddica a. posto 
di una nauale strattura deossiribosio-fosfato. 

OU acidi nncleici pepddici <p NAs) m endmaacamente ^ ^ ^ 
confiontati con le sunuure andsenso obgonncleoddiche. 
Gli acidi nncleici pepddici possono legarsi in maniera complementare a 
filamend di DNA/RNA dando inogo a nna atnntura ibrida PNA/DNA o 
PNAWA doppia elica i onali aono pin standi iennodinmnicamente rispetto alle 
homoduplexes". 

looine, gU acidi nncieici pepddici possono essere sunedzzad 
tecmche di ainteai normalmente impiegate per la siniesi dei peptidi. 
Alia luce dei vantaggi sopra eapreaai, gli acidi nnclaici pepddici (PNAs) 
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rappresentano un approccio alternativo per la terapia gerrica antisenso e sono il 
sistema piu vantaggioso per la strategia antigene. 

Inoltre, e state dimostrato che gli acidi nucleici peptidici presentano una elevata 
specificita per le sequenze bersaglio e consenteno di inibire l'espressione deUe 
proteine. 

Pertante, gli acidi nucleici peptidici (PNAs) costituiscono un promettente 
approccio terapeutico per il trattamento di malattie geniche o provocate da virus. 
Tuttavia, gli acidi nucleici peptidici (PNAs) presentano un inconveniente, come 
le strutture antisenso otigonucleotidiche, costituito dal fatto che presentano una 
debole capacita di attraversaihento della membrana cellulare. 
Per superare tale inconveniente , alcuni studiosi hahno tentato di coniugare gti 
acidi nucleici peptidici con specifiche molecole al fine di aumentare l'efficacia 
della penetrazione degli acidi nucleici peptidici al passaggio della membrana 
cellulare. 

Inoltre e note che circa il 25-30% di neuroblastomi non trattati presentano 
un'amplificazione/iperespressione del proto-oncogene N-myc la quale e 
associate con uno stadio avanzato della malattia, rapida progression e prognosi 
sfavorevole. 

Un neuroblastoma e un sarcoma originate dal sistema nervoso periferico ed e 
costituito da neuroblasti; (cellule embrionalie che si trasformeranno in cellule 
nervose). 

H neuroblastoma colpisce bambini fino a 10 ante e provoca metastasi craniche 
ed epatiche. 

L'espressione di N-myc in topi transgenici causa lo sviluppo di neuroblastomi. 
L'inibizione antisenso deU'espressione di N-myc in vitro diminuisce la 
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ptoliferazione di neuroblastoma e promuove la difforenziazione delle ccllv 
tumorali di neuroblastoma. 

LMnibizione e s«a stao ad oggi acc^mpagnata da da strumj 

ougonucleotidiche antisenso cotaro N-myc mRNA che dalTespressione di 

vetton progettau" a generare RNA antisenso N-myc. 

Tuttavia, gli antisenso oligonucleotidioi nr»« mt .„„ »• 

suuucieoncuci presentano I'lnconveniente dovuto al 

fttto che sono rapidamente degradati dalle nucleasi. 

Pertamo, Hdenfificazione di taibitori seletdvi di NMYC (^otetaa) p^. 
esaere dt notevole importanza per lo sviluppo di agent! terapeuoci specifici 
meno tossici e pin efficienn per trattare i neuroblastoml eon N-myc espressione 
D. eonsegnenza, rimane la necessiti di poter dispoxre di sequent di PNA in 
grado di taibire o elirninare la state* della protaina NMYC prodotta in tumor! 
che presentano un' espressione di tale proteina 

In pardcolare, rimane la necessita di poter disporre di sequenze di PNA, 

eventaahnente contagabffi, da poter essete impiegata neUa stratagia annsensb ed 

antigene al fine di taibire o elirninare la states! dellaproteina NMYC 

In particolare, rimane la necessita di poter disporre di sequenze di PNA 

anusenso c PNA anfigene da poter essere utUizzafi nella preparazione di farmaci 

(fanaci aafisenao e tarmac! anfigene) di elevata specified ed efficacia per il 

tattamento di malattie genetiche o cansate da vims patogeni. 

In pardcolare, rimane la necessity di poter disporre di setazionau acidi nucleic! 

pepndtci in grado di poter legate mRNA messaggero 

Uno scope della presente invenzione ». quelle di progettare e selezionare 

sequenze di PNA in grado di attraveraare la membrana cellulare 

Ulteriore scopo della preaente invenzione e queUo di progettam e selezionare 
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sequenze di PNA per Pimpiego nella strategia antisenso. 

Un altro scope della presente invenzione e quelle di progettare e selezionare 
sequenze di PNA per Pimpiego nella.strategia antigene. 

Un altro scopo deUa presente invenzione e quello di progettare e selezionare 
sequenze di PNA per inibire selettivamente laproteinaNMYC; ad esempio nelle 
cellule di neuroblastoma umane. 

Un atao scopo deUa presente intone e quelle di progeny e selezionare 
sequenze di PNA di elevata speeificita ed efficaeia per U preparazione a 
fannaci antisenso e fi^ ^ Honei ^ ^ ^ 

genetiche. 

Que* scopi ed al« anco-a, ehe nsulteranno ehiari dalla descrizione denagnate 
che S e^e, sono «, risoW ^ ^ „ quak ^ ^ ^ 
anUsenso ed una suntegia ^ ^.^.^ ^ ^ ^ 

pepodiei (PNAs) per intone te sintesi ^ ^ ^ ^ ^ ^ 

espnmono Me poteina inpar.icola.e nelle cellule di neuroblastoma umano 
Pertanto, fonna m ^ oggeHo ^ presente ^ ^ 

avenn le carattensucue con. nponate ne>Ia unite nvendicazione indipendente 
Fonna un alto, oggetto della presente invenzione nn proeedhnento per la 

preparazione delle sequenze di PNA ™i • 

1 ™ A le cm carattenstiche sono riportate nella 

umta rivendicazione indipendente. 

Fonna un atoo oggeno della presente invenzione Pinrpiego di dette sequenze di 
PNA per la preparazione di fannaci m6senso , ^ fl 
*atounento di nralatne geneuche !e oui caratteristiche sono nportete nella unite 
nvendicazione indipendente. 

Atee fonne di realizzazione pzefaite sono riportete nelle unite rivendioazioni 
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dipendenti senza limitare 1'oggetto della presente invenzione. 
In una forma di realizzazione preferita la Richiedente impiega delle sequenze di 
PNA per inibire selettivamente la proteina NMYC neUe cellule di 
neuroblastoma umane. 

Par dimosfrare IMcacia degfi acidi nudeici pepudici selezionafi dalla 
Rrcbredento, la stessa ha eseguito prove sperimenteli selezionando quattro line* 
cellular! di neuroblastoma: GI-LI-N, 1MR-32 dove il gene N-»,,c e amplified e 
superespresso; e GI-CA-N, GI-ME-N dove il gene N-myc non e amplifies*, e 
non £ espresso, 

Sorprendentemente, la Riehiedenie ha hovato ohe gli aeidi nucleioi pepudici 

anhsenso selezionau daUa Richiedente, sono in grade di attraversare la 

membrane cellnlare delle cellnle senza l'impiego di on earrier. 

Inotee, la Richiedente ha sotprendentemente novate che 1'effetlo di inibizione 

causato dai PNA antisenso e andgene, sulIa sintesi della proteina NMYC » 

altamente aelettivo e specifico e eomporta un effetto antiproliferativo 

Inoltre, I-atresto della crescita di cellule GI-LI-N di neuroblastoma umano avenu 

tl gene N-myc amplfficato, dope 1'uuUzzo dei PNA antisenso, e direttamente 

seguito da difference eeUulare o apoptosi (morto p ro grammato delle 

cellule). 

Vantoggioaamentoa-acidonucleieopep n dico(mA)comprendedal2a24tad . 
nucleotide. Dtfto aeido nucleico peptidicn » comp.emen.are al filamento 
sense o al filamento antisenso del gene N-myc umano. 

b. una prima realizzazioue, Pacido nucleico pepfidico e complement al 

filamento senso del gene N-mye umano ed e denominate PNA antisenso 

In una seconda realizzazione, Tacido nucleico pepfidico e complementore al 
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filamento antisenso del gene N-myc umano ed e denominato PNA sense. 
La Richiedente ha progettato un acido nucleieo peptidico PNA antisenso (bp 
135-150: 5'-TCCACCCAGCGCGTCC-3% genbank accession number M13241) 
complementare ad un'unica sequent nella regione 5'-UTR del gene N-myc per 
5 inibireunattaccoconilribosoma. 

Al fine della valutazione della specified defi'attivita del PNA antisenso, un 
PNA mutato contenente la sostituzione di tre basi e stato disegnato (5'- 
CCCACTCAGCGCGCCC-3 ') 

fi PNA antisenso o sense pu6 essere coniugato con un vettore in grado di 
10 attraversare la membrana nucleare delle cellule bersagHo owero delle cellule 

tumorali che esprimono il gene N-myc. 

H PNA antisenso coniugato con un vettore mostra attivita PNA antigene. Tra i 
PNA antigene quelli che si legano al filamento antisenso del gene N-myc sono 
denominati PNA antigene sense mentre quelli che si legano al filamento sense 
15 del gene N-myc sono denominati PNA antigene antisenso. 

I PNA antigene sense hanno mostrato una particelare efficacia nei confront! di 
cellule bersaglio. 

La Richiedente ha progettato anche sequenze PNA antigene sense ed PNA 
antigene antisenso (antigene sense: bp: 1650-1665 5'- 

20 ATGCCGGGCATGATCT-3'; antigene antisenso: 

AGATCATGCCCGGCAT-3 ' genbank accession number M13241) 
complementari ad una sequenza dell'esone 2 del gene N-myc. Dette sequenze 
sono state coniugate in 3' con un segnale di localizzazione nucleare (NLS) 
derivante dal virus SV40, per favorire I'attmversamento della membrana 

* nucleare. fi vettore e costituito da una sequenza peptidica PKKKRKV. 
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. In una reatizzazione preferita, ; PNA a*tisenso ed i PNA antigene sense o 
antigene antisenso, oggetto delta presente invenzione, sono impiegafi neUa 
preparazione di composizioni farmaceutiche. 

M aeguBo viene riper**,, a solo titolo exemplificative, nna metodologia di 
stntesi per acidi peptide nucleici (PNA) oggette delta present, invenziene su 
scala 1 0 ntieromolare, purifieazione e caratterizzazione: 
50 mg di resina polistirenien fnnzienaWta eon gmppi mefflbenzidrilanuniniei 
(MBHA-PS) vengeno traflati eon dielorometano (DCM) per 1 ora al fine di 
provoeare il rigonfiamento delta resina stessa. La resina i qnindi lava* eon SK 
dnsopropfietilannnina (DIPEA) in dimetil&rmammide (DMF), DCM, aneora 
5% DIPEA in DMF e N-metilpinnlidone (NMP). A parte si prepara una 
soluzrone eontenente 0.01 mmoli del prime monemero C-temunale di PNA N- 
Bee pretetto (commereiahnente disponibili). in 125 micmlitri di NMP 0 0095 
mmoli di benzotriazoffluronio esafiuomfosfato (HBTO) in 125 mierolitri di 
NMP e si meseotano insieme le due scluzioni. Si aggiungone 0.02 mmoli di 
DIPEA e si taseia attivare per 2 nrinuti, quindi si pone la soluzione eontenente il 
monomeroattivatoaeontatioeontaresina. Si taseia reagire per I om, quindi si 
lava la resina piu volte eon NMP. I siti non reagiu vengono bloeeati eon una 
soluzione di anidride aeetiea^iridina/DMF in mpporto 1:2:2 messa a eontatto 
eon ta msina per 1 on. Si eontroUa Passenza di siti mattivi eon un Kaiser tea, 
Nel ease di Kaiser tea, non negative si ripete ta proeedura di bloeeo. La reaina 
vene lavata qnindi piu volte eon NMP, quindi eon 5% DIPEA in DMF quindi 
con DCM. A questo punto 1a resina porta legato fl prime m0 nomero C-torminale 
in rapporto 0.2 mmoli/grammo. 

La proeedum di aUungamento deUa eatena prev ede, per ogni monomero da 
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inserire, un ci* coztituito dai aeguenti passaggi: deprotezicne del gruppo Boc 
preattivazione e coupling, blocco degli eventual! s iti non ^fl (capping). Tali 
cicii veugouo in gencre eseguin mediante sintetizzatore automatico (Applied 
Biosyatem ABI 433A). Le soluzioni utilize per i vari m 
di segoito. Deprotezione: acido trifluoroacenco (TFA) / m-creaolo 95-5- 
preattivazione e coupling: 0.05 mmoti del monomero di PNA N-Boc prote«o e 
0.048 mmou di HBTU sciolti in 500 microlitri di NMP e addizionati di 0.1 
mmoU di DIPEA; capping: anidride acenca:pMdtauNMP 1:25:25. I PNA 
rodaminati aono stati staetizzati utilizzando nna molecola spazianrcc (acido 
Boc-a^nminoetosaietosaiacetico) a! penuMmo ciclo al posto del monomero di 
PNA e rodamina ail-ultimo ciclo al posto del monomero di PNA. 
I PNA cosi- sintenzzati aono s*ti staccati dalla resina mediante una aolnzione di 
acido uiftaommetanzotfonico (TFMSA): TFA: m-creaolo: tioaniaolo 2:6:1:1 e 
precipitati con aggiunta di etere etilico alia aolnzione di distacco. 
I PNA grezzi coai ottenuti aono stati analizzati mediante LC-MS (colonna 
analitica CIS 250x4.6 nun, eluizione a gradient, tra acqna addizronata di 0.2% 
acido fornuco e una aolnzione acqna:acetonitriIe 60:40 addizionata di 0 2% 
acido fonnico, flusso Iml/min. Detector UV a 260 nm e detector di mazan in 
modalim di ionizzazionepozitiva, range 150-1500 m/z). La pnrificazione 6 atata 
effettnato utilizzando un sfetema anaiogo a quelle analitico ma utilizzando nna 
eolonna semipxeparativa (250x10mm). LMdentiti del composto puro e «a 
aempre confermato mediante spetirometria di mazaa. Tipica reaa dopo 
purificazioue: 30%. Tipica purezza dopo pnrificazione 90-95%. 
Per vataare PaMim dei PNA antisenso e dei PNA antigene a penetmre nolle 
cellule di neuroblaatoma nmano . per analizzare la aucceasiva localizzazione 
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mtracellulare, la Richiedente ha impiegato quattro linee cellulari GI-LI-N e 
IMR-32, GI-CA-N e GI-ME-N e le ha trattate per tempi compresi da 30 minuti a 
24 ore con 20 uM di PNA antisenso o senso coniugati con rodamina in 5'. 
Inoltre i PNA antigene erano coniugati con NLS in 3'. 

L'immagine microscopica fluorescente mostra che la fluorescenza 
intracitoplasmatica per il PNA antisenso 5'-UTR (nelle linee cellulari GI-LI-N e 
GI-CA-N) e intranucleare per i PNA antigene (neUe linee cellulari GI-LI-N e GI- 
ME-N) e giamisurabile dopo 30 minuti dal trattamento delle cellule con il PNA- 
L'intensita massima e raggiunta a 6 ore dopo le quali il livello rimane costante 
per 24 ore. 

Elevati valori intracitoplasmatici del PNA antisenso furono osservati. Mentre, 
per PNA antigene furono osservati elevati valori intranucleari.. 
Cellule non trattate mostrano solo una fluorescenza intracellulare "background" 
dopo sei ore. 

Per valutare l'efficacia e la specificita degli acidi nucleici peptidici selezionati 
dalla Richiedente, la stessa ha utilizzato le quattro linee cellulari sopra descritte. 
In esperimenti in triplicato usando piastre contenenti 24 pozzetti, 1.0 x 10 s 
cellule sono state inserite nei primi pozzetti con 0.5 ml di RPMI1640 contenenti 
10% di FBS e 2 mM di L-butanina. 

Le cellule sono state incubate per 24 ore a permettere l'aderenza alia base dei 
pozzetti. 

Successivamente, per valutare la concentrazione ottimale di inibizione della 
crescita cellulare, l'acido nucleico peptidico e stato aggiunto alle cellule GI-LI-N 
a concentrazioni di 10, 20, 40 e 60 uM per il PNA antisenso 5'-UTR, mentre per 
i PNA antigene senso e antisenso a concentrazioni di 1, 2, 5, 10 e 20 uM sulle 
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cellule GI-LI-N e IMR-32. 

Per valutare la specificita e selettivita delPeffetto degK acidi nucleici peptidici 
sulla proteina NMYC, le cellule GI-LI-N sono state trattate con una variante 
delPacido nucleico peptidico antisenso 5'-UTR con incorporate tre punti di 
mutazione ad una concentrazione di 20 uM (concentrate ottimale selezionata 
per tele PNA) e le cellule GI-CA-N (che non presenteno un'amplificazione del 
gene N-myc) sono state trattate con PNA antisenso 5'-UTR ad una 
concentrazione di 20 uM. 

Per valutare la specificita dei PNA antigene sense ed antisenso, le cellule GI- 
ME.N e GI-CA-N (in cui il gene N-myc non e amplificato e non e espresso) 
sono state trattate con PNA antigene sense ed antisenso ad una concentrazione 
di 10 UM (concentrazione ottimale selezionata per il PNA antigene sense). 
Successivamente, per valutare gli effetti dei trattamenti, le ceUule sono state 
raccolte e contate dopo 24, 48 e 72 ore dal trattamento. 

La conta delle cellule e la vitelite delle stesse e state detenninate impiegando in 
metodo di esclusione colorimetrico (tryphan blue dye). 

fi trattamento con PNA antisenso 20 uM in cellule GI-LI-N aventi Pespressione 
del gene N-myc amplificate -mostra consistente inibizione della crescita 
cellulare. L'efFetto di inibizione massimo e del 70% ed e raggiunto 48 ore dopo 
trattamento (fig. 1). 

In contrasto, cellule di neuroblastoma GI-CA-N aventi l'espressione del gene N- 
myc non amplificato e che non esprimono N-myc non mostrano effetti di 
inibizione negli esperimenti realizzati sotto le stesse condizioni (fig. 1). 
GU esperimenti di proliferate suUe GI-LI-N usando un PNA antisenso 
contenente una sequenza alterate mediante Pintroduzione di tre punti di 
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ntutazione, non hanno evidenziato alcon efffeno di tnibizione (fig 1) Ci 6 
dimoata 1-azione setetnva a specifica del PNA amiaenso per la seaoenza 5'- 
UTR del trascritto di N-myc. 

La produzione di NMYC (proteina) ft, valuta* ntediante Pintpiego de. Western 
Blot.bg nella linea Tulare GI-LI-N dopo fattamento con PNA annaenao 20 
MM a 24, 48 e 72 ore. Una tnarcata ridnzione de. livello di proteina dopo 48 ore 
e atata registrata. Tale ridnzione ai attenua dopo 72 ore. 

Un'andiai citanarica di fluaao condotta auUe cellole OI-LI-N a 36 ore dopo U 
•-ttonento eon 20 uM di PNA antiaenao .nostra che We PNA induoe nn 
— o di ceume in <** da 34% a 57% e dinnnniaoe in G 2 e nella fase S da 
13 a 6 % e da 53% a 37% riapettivamente. 

fcohre, il nuntero * ^ ^ ^ ^ m ^ ^ ^ 

.pod.plo.co (preaenza di cronrosonn in nuotero inferior* a quelle dip loi de, cioe 
2n) aumenta da 3 al 22%. 

Per valutare ,a differenziaztone nelle ccMe GI-LI-N verao collule di tipo 
oettronale la tfessa linea eoUnlare e atata trattata eon PNA annaenao a 20 uM e 
eambt .norfo.ogici sono' staft oaservan ntetiiante Ptapiego di analisi 
inicroscopica. 

I* vahrtazione al,. nucroscopio e state eondo«a dopo 36 e 48 ore daUa 
co.uvaz.one deUe eellnle GI-LI-N in preaenza „ in aaaenza di PNA anusenso a 
20 mM. 

Dopo 36 ote .e cellule trattate aono nteno unifonnentente disttibuite rispetto alle 
eellule di controUo e dopo 48 ore » atata osservata ,a tendenza a fonnare 
aggregati cellulari in piccoli ammaasi. 

Neasun efietto di inibizione della creacita » stato registrato ^ ^ ^ 
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N ma, al conttario, deai effetti sono stati registry negli esperimenti condotti 
sulle cellule GI-LI-N. 

Vamaggiosamente, i PNA oggetto della presente invenzione mosttano un alto 
grado di selettrviti per a target disegnato suite sequenza 5'-TJTR N-mye. 
PNA antigene: il trattamento eon PNA antigene sense 10 pM in cellule GI-LI-N 
« IMR-32 avenn respresdone de! gene N- my e amplificate eausa consist 
Jmbizione delle crescita cellulare. 

tttfattt, 1'efletto dl inibizione massimo e del 90% in cellule GI-LI-N ed 80% in 
cellule IMR-32 ed e raggiunto a 48 ore dope trattamemo (fig. 2; C(a) e D(b)). 
In contraato, cellule di neuroblastoma GI-ME-N e GI-CA-N aventi il gene N- 
myc non amplifieato e non espresso non mosttano effetti di inibizione negli 
esperimenfi realizzafi sotto le stease condizioni (fig. 2; E( c)). 
GU esperimenti di proUferazione sulle GI-LI-N ed IMR-32 usando il PNA 
antigene anfcenao a 10 uM non hanno evidenziato effetti di inibizione (fig 2- 
C(z) e D(y)). Ci6 dimoatra che 1'azione del PNA antigene sense 4 selettiva e 
specifica per il fiiamento anfisenso del gene N-mye, e che probabilmeate 
1'az.one di inibizione della traacrizione si esercita utunite Iterresto dell'RNA 
polimerasi cbe utilizza come stampo proprio il filamento antisenso. 
La produzione del ttanscritto di N-myc fit vamtata prima e dope 48 ore di 
trattamento con PNA antigene sense 10 pM median* amplificazione in PGR di 
CDNA ottenuto da 250 ng di mRNA di cellule GI-LI-N. I seguenti primers sono 
statt utffizzati: sense CGACCACAAGGCCCTCAGT (Esone 2, bp 2366)- 
anttsenao TGACCACGTCGATTTCTTCCT (Eaone 3, bp 5095 X Genban^ 
MI3241). La PGR e s«a effettua* con 30 cicH di reazione. I risul.au hauno 
tnoattato cbe nelle eeUule GI-LI-N ttattate con PNA antigene s^ao fl prodotto di 
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PCR retanvo d transcrttm di N-myc non 4 ri,^ martK 4 ^ 
nelle cellule non trattate. 

Vantaggiosamente, i PNA anngene oggetm deua presente invenzione sono 

altamente specifier per N-myc amplified / overespressione. 

La present di una ampn&azione / overespresaione del gene N-myc » u 

—tW-ta maggiore che disttagne fc Unee GI . u . Ni 

GI-ME-NeGI-CA-N. 

Nesson effetto di hnbizione delia crescta e state regis**, delle ceUule GI-ME- 
N e GI-CA-N ma, al contmrio, de« effem sono sM regfean negli 
condotti sulle cellule GI-LI-N e IMR-32. 

Vanteggmsamente, i PNA anngene oggetta deUa presente invenzione mosnnno 
un alto grndo di selettivita per il targe, disegnato sulta serprenza deJPesone 2 di 
N-myc. 

WW. il PNA anngene sense ha notavole effetto imbitorio, nnerferendo 
A^ente con la RNA polimerasi durante la trascrizione nel fitamento 
anUsenao, menu. U PNA anigene antisenso comp.ementare, ha un effetto molto 
pm ridotto, pmbabilmente dovuto solo all-interferes sterica con il complesso 
delle proteine della trascrizione. 

I PNA oggetto delta presente invenzione mosirano inieresse per ,0 sviluppo di 
farmaci basati su PNA per specifier tranamenu e neuroblastomr che presentano 
una espressione della proteina N-MYC. 

Tali PNA poaaono anche essere impiesau per altri upi di tumori assodati eon 
una espreasione della proteina N-MYC quali ad esempio retinoblastoma, 
medullobtastoma, neuroblastoma, guobtastoma, astrocitoma „ tumore a piccole 
cellule del polmone. 
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RIVENBICAZIONI 

1. Un acido nucleico peptidico (PNA) comprendente da 12 a 24 basi 
nucleotidiche detto acido nucleico peptidico essendo complementare al 
filamento senso o al filamento antisenso del gene N-myc umano. 

2. L' acido nucleico peptidico (PNA) secondo la rivendicazione 1, in cui il PNA 
antisenso (5'-TCCACCCAGCGCGTCC-3') e un'unica sequenza 
complementare alia regione 5'-UTR del gene N-myc umanp. 

3. L'acido nucleico peptidico (PNA) secondo la rivendicazione 1, in cui il 
PNA e coniugato con un vettore in grado di attraversare la membrana 
nucleare delle cellule bersaglio che esprimono il gene N-myc. 

4. L'acido nucleico peptidico (PNA) secondo la rivendicazione 3, in cui il PNA 
coniugato e un PNA antigene senso o un PNA antigene antisenso. 

5. L'acido nucleico peptidico (PNA) secondo la rivendicazione 4, in cui il PNA 
antigene senso o il PNA antigene antisenso (5 '-ATGCCGGGCATGATCT- 
3'; antigene antisenso: 5 ' - AGATC ATGCCCGGCAT-3 ') sono 
.complementari ad una sequenza dell'esone 2 del gene N-myc. 

6. L'acido nucleico peptidico (PNA) secondo la rivendicazione 3, in cui il PNA 
antigene senso o il PNA antigene antisenso sono coniugati in 3' con un 
segnale di localizzazione nucleare (NLS) derivante dal virus SV40 (sequenza 
peptidica PKKKRKV). 

7. Una composizione farmaceutica comprendente un acido nucleico peptidico 
PNA in accordo ad almeno una delle rivendicazioni da 1 a 6. 

8. Uso di un acido nucleico peptidico PNA in accordo ad almeno una delle 
rivendicazioni da 1 a 6 per la preparazione di una composizione 
farmaceutica per il trattamento di malattie genetiche. 
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9. Uso di un acido nucleico peptidico PNA in accordo aUa rivendicazione 8 p! 
la preparazione di una composizione fannaceutica per il trattamento 
tumori associati ad una epressione della proteina N-MYC. 

10. Uso di un acido nucleico peptidico PNA in accordo alia rivendicazione 8 o 9 
per la preparazione di una composizione fannaceutica per il trattamento di 
tumori quali neuroblastoma, retinoblastoma, medulloblastoma, glioblastoma, 
astrocitoma o tumore apiccole cellule del polmone. 

p. i. della UMVERSITA' DEGLI STUDI DI BOLOGNA 
UNTVERSITA' DEGLI STUDI DI PARMA 
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